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ABSTRACT: 

CHG DATE=19990617 STATUS=0> The invention relates to a scanning microscope 
having at least one light source, at least one photodetector and at least two 
objectives (lenses) which illuminate, preferably simultaneously, at least one, 
preferably a joint, object point and/or collect the light emerging therefrom, 
at least two of the objectives not being located on a common axis. Viewing is 
carried out at an angle, preferably pi 12, relative to the illumination of the 
sample. The observation volume can be changed anisotropically by suitable 
inventive optical arrangements. <EMAGE> 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Rastermikroskop zur Beobachtung unter einem Winkel zur Beleuchtung 

@ Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mlt mindestens 
einer Lichtquelle, mindestens einem Lichtdetektor und min- 
destens zwei Objektiven, die mindestens einen, vorzugswei- 
se gemeinsamen, Objektpunkt, vorzugsweise gieichzeitig, 
beieuchten und/oder das von ihm ausgehende Licht sam- 
meln, wobei mindestens zwei der Objektive nicht auf einer 
gemeinsamen Achse iiegen. Die Beobachtung erfoigt in 
einem Winkel, vorzugsweise n/Z, zur Beleuchtung der Probe. 
Das Beobachtungsvolumen kann durch geeignete erfin- 
dungsgemaSe optische Anordnungen anisotrop verandert 
werden. 
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Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mit min- 
destens einer Lichtquelle, mindestens einem Uchtdetek- 
tor und mindestens zwei Objektiven, die mindestens ei- 
nen, vorzugsweise gemeinsamen, Objektpunkt, vor- 
zugsweise gleichzeitig, beleuchten und/oder das von 
ihm ausgehende Licht sammeln, wobei mindestens zwei 
der Objektive nicht auf einer gemeinsamen Achse lie- 
gen. 

Fiir die genaue dreidimensionale Erfassung eines 
Punktobjektes oder eines Punktes eines Objekts mit 
einem Mikroskop ist die Aufldsung entlang aller drei 
Raumachsen zu verbessern. Dieses kann mittels Vergrd- 
Qerung der Apertur der Objektive oder/und mitteis 
Verkleinerung der Welleniangen des ein- und/oder aus- 
gehenden Lichts erfolgen. Bisher wurde bei der Ent- 
wicklung von Mikroskopen besonderer Wert auf die 
VergrdBerung der Apertur der Objektive gelegt Da- 
durch wird vor allem die Aufldsung senkrecht zu der 
Beleuchtungsachse, die ublicherweise als optische Ach- 
se bezeichnet wird, erhdht Aus der technisch-wissen- 
schaftlichen Literatur sind konfokale Rastermikroskope 
bekannt, die eine Aufldsung entlang der optischen Ach- 
se (axiale Aufldsung) aufweisen und Bilder mit einer 
deutlich verbesserten Scharfe erzeugen kdnnen. Ein 
Problem ist, dafl Objektive maximal 35% der um die 
optische Achse zentrierten Flache erfassea Das fuhrt 
dazu, daB die axiale Aufldsung bestenfalls dreimal so 
schlecht wie die axiale Aufldsung ist Im allgemeinen ist 
das Verhaitnis grdBen 

FQr die zusatzliche Erhdhung der Aufldsung in axialer 
Richtung wurde in der DE-OS 40 40 441 ein doppelkon- 
fokales Rastermikroskop vorgeschlagen, das durch die 
Verwendung eines zweiten Objektivs auf der anderen 
Seite der Objektebene gekennzeichnet ist, wobei beide 
Objektive einen gemeinsamen Objektpunkt gleichzeitig 
beleuchten und/oder das von ihm ausgehende Licht de- 
tektieren. Wird das Objekt uber die beiden Objektive 
koharent beleuchtet, so wird das Beobachtungsvolumen 
durch Interferenz iangs der optischen Achse reduziert 
Zwei Probleme dieser Methode sind: a) Die Phasendif- 
ferenz im gemeinsamen geometrischen Fokus der Ob- 
jektive ist a priori nicht zu bestimmen, so daB die Licht- 
verteilung zunachst unbekannt ist Vorteilhafterweise 
muB die Phasendifferenz ein ganzzahliges Vielfaches 
von 27i sein, so daB die Interferenz konstruktiv ist b) Im 
vorteilhaften Fall der konstrukuven Interferenz im geo- 
metrischen Fokus treten neben dem schmalen Haupt- 
maximum weitere axiale Nebenmaxima auf, so daB au- 
Ber dem abzubildenden Punkt im geometrischen Fokus 
noch andere Punkte erheblich zu dem Signal des dop- 
pelkonfokalen Rastermikroskops beitragen. Aus diesen 
Grunden fuhrt das doppelkonfokale Rastermikroskop 
zunachst nicht zu Bildern mit einer hdheren Aufldsung. 

Diese bekannten Rastermikroskope definieren eine 
Objektebene und unterscheiden dadurch von dem erfin- 
dungsgemaBen Rastermikroskop. Sie sind nicht dazu 
geeignet, Licht, das senkrecht zur Beleuchtungsrichtung 
von dem abzubildenden Objektpunkt ausgeht, zu detek- 
tieren. Des weiteren unterscheiden sie sich durch die 
Definition einer optischen Achse und besitzen (im Fall 
des doppelkonfokalen Rastermikroskops) vorzugsweise 
zwei Objektive, die gegeneinander gerichtet und zu die- 
ser optischen Achse und zueinander zentriert sind 

Das doppelkonfokale Rastermikroskop dient im Ge- 
gensatz zu dem erfindungsgemaBen Rastermikroskop 
zur Verbesserung der Aufldsung allein mittels Interfe- 



renz. Die tatsachliche Verbesserung der Aufldsung 
hangt dabei von der Ldsung der beiden oben genannten 
Probleme ab. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
5 Aufgabe besteht darin, ein Rastermikroskop vorzu- 
schlagen, dessen Aufldsung entlang aller drei Raumach- 
sen in etwa gleich ist und das Beobachtungsvolumen 
kleiner als in den bekannten Rastermikroskopen ist Die 
Aufgabe ist es, das Ziel auch zu erreichen, ohne daB die 
io Phasendifferenz des Beleuchtungs- und des Detektions- 
lichts bekannt sind 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, 
daB bei einem Rastermikroskop der eingangs genann- 
ten Art mindestens zwei Objektive derart angeordnet 
15 sind, daB sie mindestens einen Objektpunkt gleichzeitig 
beleuchten und/oder das von ihm ausgehende Licht 
sammeln, wobei mindestens zwei der Objektive nicht 
auf einer gemeinsamen Achse Iiegen. 
Zusatzlich kdnnen wie bei einem doppelkonfokalen 
20 Rasterlichtmikroskop Interferenzveranderungsmittel 
derart angeordnet sein, daB Licht, das ganz oder teilwei- 
se durch eines der Objektive hindurchgegangen ist, mit 
Licht, das ganz oder teilweise durch eines der anderen 
Objektive hindurchgegangen ist, am Objekt und/oder 
25 an mindestens einem der Lichtdetektoren koharent 
oder teilweise koharent uberlagert wird, so dafl es inter- 
feriert und eine gezielte Beeinflussung der Interferenz- 
muster durch Interferenzveranderungsmittel mdglich 
ist 

30 Vorzugsweise sind zwei Objektive so angeordnet, 
daB sie auf denselben Objektpunkt fokussiert sind und 
ihre Achsen senkrecht aufeinander stehen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form sind drei Objektive so angeordnet, daB sie auf 
35 denselben Objektpunkt fokussiert sind und die Achsen 
zweier Objektive senkrecht aufeinander stehen, wan- 
rend die Achse des dritten Objektivs auf der Achse eines 
der beiden anderen Objektive Hegt 
GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
40 form sind drei Objektive so angeordnet, daB ihre Ach- 
sen paarweise senkrecht aufeinander stehen. 

GemaB weiterer bevorzugter AusfOhrungsformen 
sind vier, funf oder sechs Objektive so auf einer Kugel- 
oberflache um den gemeinsamen geometrischen Fokus 
45 und/oder den abzubildenden Punkt angeordnet, daB ih- 
re Achsen beliebige Winkel zueinander einnehmen. 

GemaB weiterer besonders bevorzugter AusfOh- 
rungsformen sind vier, funf oder sechs Objektive senk- 
recht zu den Flachen eines Wurfels angeordnet, in des- 
50 sen Mitte der gemeinsame geometrische Fokus und/ 
oder der abzubildende Objektpunkt liegt 

Vorteilhafterweise haben die Objektive die gleiche 
numerische Apertur oder auch verschiedene. 
GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
55 form befindet sich in mindestens einer der Ebenen, die 
zu den Fokalebenen der Objektive optisch konjugiert 
sind, mindestens eine Blende. Eine Blende wird insbe- 
sondere dann vorgesehen, wenn sich die optisch zur 
Fokalebene konjugierte Ebene vor einem Lichtdetektor 
eo befindet, der das durch die Blende gegangene Licht regi- 
stries und/oder wenn diese Blende im Beleuchtungs- 
strahl zur Formung der Lichtquelle dient Diese Blende 
ist ablicherweise eine Lochblende. 
GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungs- 
65 form wird Interferenz bei der Oberlagerung der Be- 
leuchtungslichtstrahlen und/oder bei der Oberlagerung 
der Detektionslichtstrahlen zur Verbesserung der Auf- 
ldsung ausgenutzt Dabei wird Licht, das ganz oder teil- 
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weise durch eines der Objektive hindurchgegangen ist, 
mii Licht, das ganz oder teilweise durch eines der ande- 
ren Objektive hindurchgegangen ist, am Objekt und/ 
oder an mindestens einem der Uchtdetektoren koha- 
rent oder teilweise koharent uberlagert, so daB es inter- 5 
feriert und eine gezielte Beeinflussung der Interferenz- 
muster durch Interferenzveranderiingsmittel mdglich 
ist Hierbei konnen die Objektive, durch die die interfe- 
rierenden Lichtstrahlen gehen, auf der gleichen Achse 
liegen oder auf Achsen, die einen Winkel bilden, der 10 
kleiner als * ist, liegen. Der Begriff der Objektebene 
veriiert in diesem Aufbau seine Obliche Bedeutung. 

Vorteilhafterweise verandern die Interferenzveran- 
derungsmittel die Interferenzmuster schnell oder auch 
langsam. Insbesondere verandert eine Kompensations- 15 
vorrichtung die Phasendifferenz zwischen den Licht- 
strahlen, die durch eines der Objektive hindurchgehen, . 
und den Lichtstrahlen, die durch ein anderes der Objek- 
tive hindurchgehen, schnell oder auch langsam. 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 20 
fQhrungsform wird die Veranderung der Interferenzmu- 
ster periodisch durchgefuhrt 

Das erfindungsgem&Be Rastermikroskop kann ein 
Fluoreszenzmikroskop sein. Durch geeignete optisch 
aktive Elemente kann die Interferenz von Strahlen, die 25 
durch verschiedene Objektive fallen, bewirkt oder ver- 
hindert werden. Das erfindungsgemaBe Rastermikro- 
skop kann aber auch ein Mikroskop sein, das mit Streu- 
licht arbeitet Bei der Beobachtung von Streulicht kdn- 
nen geeignete Polarisationsfilter in die Strahlengange 30 
eingefiihrt werden. Geeignete optische Elemente sind 
beispielsweise Polarisatoren, spektrale Filter und op- 
tisch aktive Elemente, die die Poiarisationsrichtung des 
Lichtes verandern. 

Als Lichtquellen sind alle Quelien geeignet, die eine 35 
ausreichende Intensitat zur Verfugung stellen. Vorteil- 
hafterweise handelt es sich urn Punktlichtquellen bzw. 
Quelien, die sich auf einen Punkt fokussieren lassen. 
Vorteilhafterweise wird bei Fluoreszenzmikroskopie 
ein gepulster oder auch nicht-gepulster Laser einge- 40 
setzt, der die Zwei- und/oder Mehrphotonenabsorption 
ermoglicht 

Die Umlenkung der Lichtstrahlen in dem Mikroskop 
findet uber geeignete Umlenkelemente statt Dies sind 
beispielsweise Spiegel, dichroitische Spiegel, Strahltei- 45 
ler oder optische Fasern. Vorteilhafterweise entfallt in 
der Fluoreszenzmikroskopie bei der' Detektion senk- 
recht zu der Beleuchtungsrichtung die Verwendung von 
dichroitischen Spiegeln im Detektionsiichtpfad. 

Als Lichtdetektoren sind Photomultiplier gut geeig- 50 
net, aber auch Detektoren mit raumlicher Aufldsung 
und auch andere Empfanger, die Lichtsignale in elektri- 
sche Signaie bzw. in elektrisch auswertbare Signaie urn- 
wandeln. 

Die Erfmdung wird nun anhand der beigefugten 55 
Zeichnungen naher eriautert Es zeigen: 

Fig. 1 Eine Darsteliung des Prinzips der Beobachtung 
unter einem Winkel zur Beleuchtung. 

Fig. 2 Die schematische Darsteliung des Strahlen- 
gangs in einer besonders bevorzugten Ausftthrungs- eo 
form des erfindungsgemaBen Rastermikroskops. 

Fig. 3 Die schematische Darsteliung des Strahlen- 
gangs in einer weiteren besonders bevorzugten Ausftih- 
rungsform des erfindungsgemaBen Rastermikroskops. 

Fig. la stellt die Anordnung der Objektive und die es 
Beobachtungsvolumina fOr eine bevorzugte AusfUh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Rastermikroskops 
dar, bei dem zwei Objektive 2 und 4, deren Achsen 
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senkrecht aufeinander stehen, urn den Objektpunkt 3 
angeordnet sind 

Fig. lb stellt die Anordnung der Objektive und die 
Beobachtungsvolumina fur eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Rastermikroskops 
dar, bei dem drei Objektive 2, 4 und 17, von denen zwei 
(2 und 4) senkrecht aufeinander stehen und das dritte 
Objektiv 17 auf einer gemeinsamen Achse mit einem 
der ersten beiden Objektive 2 liegt, urn den Objekt- 
punkt 3 angeordnet sind. 

Links ist jeweils angegeben, wie die Objektive urn den 
Objektpunkt 3 angeordnet sind. Die Pfeile deuten die 
Lichtwege 1 und 5 an. In Fig. lb erfolgt demgemaB die 
Beleuchtung Uber zwei gegenuberstehende Objektive 2 
und 17. Die beiden Teilbeleuchtungsstrahlen sind hier- 
bei koharent und die Phasendifferenz ist so eingestellt, 
daB sie im geometrischen Fokus konstruktiv interferie- 
ren. 

Die zweite Graphik gibt jeweils das Beleuchtungsvo- 
lumen 18 bzw. 22, das langs der Beleuchtungsachse aus- 
gedehnt ist, und die dritte Graphik das Detektionsvolu- 
men 19 bzw. 23, das langs der Detektionsachse ausge- 
dehnt ist, wieder. Die vierte Graphik stellt jeweils die 
Oberlagerung des Beleuchtungs- und des Detektionsvo- 
lumens 20 bzw. 24 dar. Rechts wird schlieBlich jeweils 
das resultierende Beobachtungsvolumen 21 bzw. 25 der 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Mikroskops 
dargestellt. ]e kleiner das Volumen des Ellipsoids ist, 
desto besser ist die Auflosung des Mikroskops, 

Wie in Fig. 2 dargestellt wird das Licht der Lichtquel- 
le, die vorteilhafterweise ein Laser ist, koilimiert Das 
Licht des Beleuchtungsstrahls 1 failt auf das Objektiv 2, 
das es auf den abzubildenden Punkt im Objekt 3 fokus- 
siert Ein zweites Objektiv 4 ist so angeordnet, daB es 
vorzugsweise auf den gleichen Punkt 3 fokussiert ist, 
aber nicht auf einer gemeinsamen Achse mit dem Ob- 
jektiv 2 liegt Das Objektiv 4 erfaBt das von dem abzu- 
bildenden Punkt 3 ausgehende Licht Dieses Licht 5 wird 
Uber die Linse 6 in die Lochblende 7 fokussiert Der 
Lichtdetektor 8 miBt vorzugsweise die Intensitat des 
durch die Lochblende 7 gelangten Lichts. In dem Licht- 
weg k6nnen auch Spiegel und/oder andere Umlenkele- 
mente angeordnet sein. 

Das Beieuchtungslicht wird durch das Objektiv 2 fo- 
kussiert Die Intensitatsverteilung im Fokalbereich des 
Objektivs 2 wird durch die Beleuchtungs- Punktver- 
schmierungsfunktion (B-PVF) |hbel(x,y,z)| 2 beschrieben. 
Die B-PVF ist die Punktverschmierungsfunktion (PVF) 
eines konventionellen und die B-PVF eines konfokalen 
Mikroskops. Die Wahrscheiniichkeit, mit der das von 
dem Fokalbereich ausgehende Licht durch das Objektiv 
4 detektiert wird, beschreibt die Detektions- Punktver- 
schmierungsfunktion (D-PVF) |h<iet(x,y,z)j2. Die PVF ei- 
nes konfokalen Mikroskops und also auch des erfin- 
dungsgemaBen Mikroskops ergibt sich aus dem Produkt 
der B-PVF und der D-PVF. Die raumliche Begrenzung 
der PVF ist ein MaB fur die Auflosung des Mikroskops. 
Durch die Drehung der D-PVF gegen die B-PVF urn 
einen Winkel, der kleiner oder grdBer als 71 ist, wird die 
B-PVF mit einer D-PVF multipliziert, die eine wesent- 
lich geringere Ausdehnung langs der Beleuchtungsach- 
se hat Die Beleuchtungsachse ist die Achse des Objek- 
tivs 2, das zur Beleuchtung verwendet wird. Dadurch 
wird die Ausdehnung der PVF langs dieser Achse deut- 
lich geringer als bei den bisher bekannten konfokalen 
Mikroskopen. Die Ausdehnung langs der Achse des Ob- 
jektivs 4 nimmt nur wenig zu, so daB insgesamt das 
Volumen der PVF des Mikroskops abnimmt und auch 
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insgesamt eine Auflosungsverbesserung eintritt 

Diese Ausfuhrungsform des erfindungsgem&Ben Mi- 
kroskops besitzt die hdchste Auflosung, die ein Fern- 
feld-Lichtmikroskop mit zwei Objektiven ohne die Be- 
nutzung von Interferenz haben kana Durch die Unab- 5 
hangigkeit von einem Interferenzmuster ist das erfin- 
dungsgemaBe Mikroskop nicht mit der Problematik der 
Phasendifferenz behaftet Der Begriff der Objektebene 
verliert in diesem Aufbau seine herkommliche Bedeu- 
tung. 10 

Falls Objektrasterung durchgeftihrt wird, befindet 
sich das Objekt auf einem — hier nicht eingezeichneten 
— Tisch, der die vorteilhafterweise beliebige Transla- 
tion und/oder Rotation des Objekts erlaubt. Falls 
Strahlrasterung vorgesehen ist, ist eine — hier nicht 15 
eingezeichnete — Rastereinheit in dem Beleuchtungs- 
strahlengang angeordnet, die den Beleuchtungspunkt 
durch das Objekt bewegt Gleichzeitig muB auch der 
Detektionspunkt verandert werden, so daB Beleuch- 
tungs- und Detektionspunkt im Objekt unter kontrol- 20 
lierten Bedingungen verandert werden. 

In Fig. 3 ist die schematische Darstellung einer weite- 
ren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Rastermikroskops dargestellt, das die Interfe- 
renz der Beleuchtungslichtstrahien im abzubildenden 25 
Objektpunkt zur Verbesserung der Auflosung ausnutzt 
Das Licht 1 wird von dem Strahlteiler 9 in zwei zuein- 
ander koharente Lichtstrahlen aufgespalten. Der nach 
oben abgespaitene Teil des Uchts wird mit Hilfe von 
Spiegeln 13 und 14 oder anderen Umienkelementen auf 30 
das Objektiv 2 gelenkt Der nach unten abgespaitene 
Teil des Lichts wird mit Hilfe von Spiegeln 10, 11 und 12 
oder anderen Umienkelementen auf das Objektiv 17 
gelenkt. Das Objektiv 2 fokussiert das auf es treffende 
Licht auf den abzubildenden Punkt 3 in dem Objekt Das 35 
zweite Objektiv 17 ist vorzugsweise so angeordnet, daB 
es auf derselben Achse liegt wie das erste Objektiv 2 
und vorzugsweise auf den gleichen Punkt 3 fokussiert 
ist Ein drittes Objektiv 4 ist so angeordnet daB es auf 
den gleichen Punkt 3 wie die beiden Objektive 2 und 17 40 
fokussiert ist aber nicht auf einer gemeinsamen Achse 
mit den beiden Objektiven liegt Dieses Objektiv 4 sam- 
melt das von dem abzubildenden Punkt 3 ausgehende 
Licht Dieses Licht 5 wird aber die Linse 6 in die Loch- 
blende 7 gelenkt Der Lichtdetektor 8 miBt das Signal 45 
des durch die Lochblende 7 gelangten Lichts. In beiden 
Teilbeleuchtungsstrahlengangen sind Kompensations- 
vorrichtungen 15 und 16 angeordnet, die zur Verande- 
rung der Phasendifferenz zwischen den oberen und un- 
teren Teilstrahlen dienen und die Interferenz der Teil- 50 
strahlen im Objekt gewahrieisten. 

Die rdumliche Koharenz der Beleuchtung ist durch 
die geeignete Wahl der Lichtquelle gew&hrleistet Im 
Fokalbereich interferieren die Teilbeleuchtungsstrahlen 
zu einer B-PVF |h4Pi(x,y f z)| 2 , die raumiich starker be- 55 
grenzt ist als die B-PVF in einem herkdmmlichen Mi- 
kroskop, Ist die Phasendifferenz zwischen den beiden 
Beleuchtungsteilstrahlen im Objektpunkt 3 gleich null 
oder ein ganzzahliges Vielfaches von 27t so ist die Inter- 
ferenz konstruktiv und die B-PVF hat ein Maximum im 60 
Objektpunkt 3. Die B-PVF weist aber mehrere Neben- 
maxima langs der Beieuchtungsachse auf, die die Aufld- 
sung herabsetzen. Das erste Intensitatsmaximum von | 
h4Pi(x,y,z)| 2 liegt etwa eine halbe Wellenlange vom abso- 
luten Intensitatsmaximum im Brennpunkt entfernt Die- 65 
se Nebenmaxima werden aber nun durch eine Detek- 
tion unter einem Winkel von vorteilhafterweise n/2 ef- 
fektiv unterdrUckt da die Ausdehnung der D-PVF langs 
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der Beieuchtungsachse sehr klein ist Dadurch hat die 
PVF des erfindungsgemafien Mikroskops eine axiale 
Ausdehnung, die im wesentlichen durch die des Haupt- 
maximums der B-PVF |h4Pi(x,y,z) 2 bestimmt wird. Dies 
bedeutet daB die Aufldsung im erfindungsgemafien Mi- 
kroskop substantial verbessert wird 

Bezugszeichenliste 

Zeichnung zurZusammenfassung und Zeichnung2 

1 Beieuchtungsstrahl 

2 Beleuchtungsobjektiv 

3 Objektpunkt 

4 Detektionsobjektiv 

5 Detektionsstrahl 

6 Linse 

7 Blende 

8 Lichtdetektor 

Zeichnung 1 

a) Ausfuhrungsform mit zwei Objektiven 

b) Ausfuhrungsform mit drei Objektiven 

Jeweils von links nach rechts: 

Anordnung der Objektive; Beleuchtungsvolumen; De- 
tektionsvolumen; Oberlagerung von Beleuchtungs- und 
Detektionsvolumen; resultierendes Volumen 

Zeichnung 3 

1 Beieuchtungsstrahl 

2 Beleuchtungsobjektiv 

3 Objektpunkt 

4 Detektionsobjektiv 

5 Detektionsstrahl 

6 Linse 

7 Blende 
S Lichtdetektor 

9 Strahlteiler 
10- 14 Spiegel 

15, 16 Interferenzveranderungsmittel 
17 Beleuchtungsobjektiv. 

Patentanspruche 

1. Mikroskop mit mindestens einer Lichtquelle, 
mindestens einem Lichtdetektor und mindestens 
zwei Objektiven, die mindestens einen Objekt- 
punkt beleuchten und/oder das von ihm ausgehen- 
de Licht sammeln, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens zwei der Objektive nicht auf einer ge- 
meinsamen Achse hegen. 

2. Mikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Objektive mindestens einen Ob- 
jektpunkt gleichzeitig beleuchten und/oder das von 
ihm ausgehende licht sammeln. 

3. Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Objektive mindestens einen 
gemeinsamen Objektpunkt beleuchten und/oder 
das von ihm ausgehende Licht sammeln. 

4. Mikroskop nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspnlche, dadurch gekennzeichnet, daB 
Interferenzveranderungsmittel derart angeordnet 
sind, daB Licht das ganz oder teilweise durch eines 
der Objektive hindurchgegangen ist mit Licht das 
ganz oder teilweise durch ein anderes der Objekti- 
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ve hindurchgegangen ist, am Objekt und/oder an 
mindestens einem der Detektoren koharent oder 
teilweise koharent iiberlagert wird, so daB es inter- 
feriert und eine gezielte Beeinflussung der Interfe- 
renzen mdglich ist 5 

5. Mikroskop nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB an dem abzubildenden Objektpunkt 
und/oder an mindestens einem der Lichtdetektoren 
zumindest zeitweise konstruktive Interferenz auf- 
tritt . io 

6. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zwei 
Objektive so angeordnet sind, daB sie auf densel- 
ben Objektpunkt fokussiert sind und ihre Achsen 
senkrecht aufeinander stehen. 15 

7. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB zwei 
der mindestens drei Objektive eine gemeinsame 
Achse haben. 

8. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 20 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB drei 
Objektive so angeordnet sind, daB ihre Achsen 
paarweise senkrecht aufeinander stehen. 

9. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB drei, 25 
vier, fiinf oder sechs Objektive so auf einer Kugel- 
oberflache um den gemeinsamen geometrischen 
Fokus und/oder den abzubildenden Punkt ange- 
ordnet sind, daB ihre Achsen beliebige Winkel zu- 
einander einnehmen. 30 

10. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB vier, 
f Unf oder sechs Objektive senkrecht zu den Flachen 
eines Wttrfels angeordnet sind, in dessen Mitte der 
gemeinsame geometrische Fokus und/oder der ab- 35 
zubildende Objektpunkt liegt 

1 1. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- . 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Objektive die gieiche numerische Apertur oder 
auch verschiedene numerische Aperturen haben. 40 

12. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sich 
in mindestens einer Ebene, die zu einer der Fokal- 
ebenen der Objektive optisch konjugiert ist, minde- 
stens eine Blende befindet # 45 

13. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Interferenzveranderungsmittel an dem abzubilden- 
dem Objektpunkt und/oder an mindestens einem 
der Detektoren eine Oberlagerung koharenter 50 
oder teilweise koharenter Lichtstrahlen ermdgiicht, 
die jeweils durch verschiedene Objektive getreten 
sind 

1 4. Mikroskop nach Anspruch 1 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kompensationsvorrichtung an 55 
dem abzubildendem Objektpunkt und/oder an min- 
destens einem der Detektoren zumindest zeitweise 
konstruktive Interferenz der Lichtstrahlen hervor- 
ruft . 

15. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 60 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Veranderung der Interferenzen durch die Interfe- 
renzveranderungsmittel schnell oder auch langsam 
durchgef unit wird. 

16. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 65 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Veranderung der Interferenzen periodisch durch- 
gefiihrtwird. 
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17. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Signalauswertung zumindest teilweise mit einem 
Computer erfolgt 

18. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
destens eine Ariordnung von optischen Elementen 
zur Veranderung der Amplitude und/oder der Po- 
larisation und/oder des Frequenzbereichs und/oder 
anderer Eigenschaften des Lichts in den Beleuch- 
tungs- und/oder den Detektionsstrahlengangen 
vorgesehen sind 

19. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es als 
Fluoreszenzmikroskop oder ais Mikroskop zur Be- 
obachtung von Streu- oder Reflexionslichts ver- 
wendet wird 

20. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl eine 
Lichtquelle eingesetzt wird, die Mehrphotonenab- 
sorption ermdgiicht, insbesondere ein Laser, der 
Zweiphotonenabsorption erm&glicht 

21. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
zu einer der Fokalebenen konjugierten Blenden 
entfernt und/oder ausgetauscht und/oder in ihrer 
Offnung variiert und/oder parallel und/oder senk- 
recht zu dem Lichtweg verschoben werden konnen. 

22. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
.gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Beleuchtungs- und/oder Detektionslicht durch op- 
tische Fasern gelenkt wird 

23. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zu- 
s&tzlich optische Eiemente mit mindestens einem 
Lichtdetektor angeordnet sind, insbesondere um 
zusatzliche Bilder, beispielsweise mit doppelkonfo- 
kaler oder herkommlich konfokaler oder konven- 
tioneller Aufldsung zu erhalten. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 



1/11/07, EAST Version: 2.1.0.14 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
IntCI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 43 26 473 A1 
G02B 21/00 

9. Februar1995 




1/11/07/ EAST Version: 2.1.0.14 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



OE 43 26 473 A1 
G02B 21/00 

9. Februar1995 




I 



408 066/307 



1/11/07, EAST Version: 2.1.0.14 



ZElCHNUNGEN SEtTE 3 Nummer; DE 43 26 473 At 

IntCI. 6 : G02B 21/00 

Offenlegungstag: 9. Februar 1995 




CO 

c 

1 



408066/307 



1/11/07, EAST Version: 2.1.0.14 



( European Patent Office 



Page 1 of 3 









| EuropSisches 
1 Patentamt 
1 European Patent 
1 Office 

1 Office Europeen 
i de Brevets 


Description of DE4326473 


Print 


Copy | 


Contact Us 


Close 



Result Page 



Notice: This translation is produced by an automated process; it is intended only to make the technical content of the 
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The invention concerns a raster microscope with at least one source of light, at least one light detector and at least two 
objectives, which light up at least one, preferably common, point of object, preferably at the same time, and/or collects 
the light outgoing from it, whereby at least two of the objectives do not lie on a common axle. 

For the exact three-dimensional collection of point object or one point of an object with a microscope the dissolution is to 
be improved along all three space axes. This can take place by means of enlargement of the aperture of the objectives 
and/or memo reduction of the wavelengths in and/or outgoing light. So far with the development by microscopes special 
value was put on enlargement of the aperture of.the objectives. Thus above all the dissolution is increased 
perpendicularly to the lighting axle, which is usually called Z-axis. From the technical-industrial literature confocal raster 
microscopes are well-known, which a dissolution along the Z-axis (axial dissolution) exhibit and pictures with a clearly 
improved sharpness to produce can.A problem is that objectives seize maximally 35% of the surface centered around 
the Z-axis. That leads to the fact that the axial dissolution is at best three times bad like the axial dissolution. Generally 
the relationship is larger. 

For the additional increase of the dissolution in axial direction in the DE-OS 40 40 441 a doubleconfocal raster 
microscope was suggested, which is characterized by the use of a second objective on the other side of the object level, 
whereby both objectives light up a common point of object at the same time and/or detects the light outgoing from it. If 
the object is coherently lit up over the two objectives, then the observation volume is reduced by interference along the 
Z-axis. Two problems of this method are: a) The phase difference in the common geometrical focus of the objectives is 
not to be determined A priori, so that the light distribution is unknown first.Favourable way must be the phase difference 
an integral multiple of 2, so that the interference is constructional, b) In the favourable case of the constructional 
interference in the geometrical focus further axial Nebenmaxima arises apart from the narrow major peak, so that 
except the point in the geometrical focus, which can be illustrated, still different points contribute substantially to the 
signal doubleconfocally of the raster microscope. For these reasons the doubleconfocal raster microscope does not lead 
first to pictures with a higher resolution. 

These well-known raster microscopes define one object level and differentiate thereby of the raster microscope according 
to invention. They are not suitable for, light which proceeds perpendicularly to the lighting direction from the point of 
object which can be illustrated to detect. The moreover they differentiate by the definition of an Z-axis and possess 
themselves (in the case of the doubleconfocal raster microscope) preferably two objectives, which are to each other 
centered against each other arranged and to this Z-axis and. 

The doubleconfocal raster microscope serves contrary to the raster microscope according to invention for the 
improvement of the Auflosu alone by means of interference. The actual improvement of the dissolution depends thereby 
of the solution of the two problems specified above. 

Those the available invention underlying task consists of suggesting a raster microscope whose dissolution is in 
4 top approximately alike along all three space axes and which is smaller observation volume than in the well-known raster 

microscopes. The task can it be also attained the goal without the phase difference of the lighting and the detection light 
admits is. 

This task is solved according to invention by the fact that with a raster microscope of the kind initially specified at least 
two objectives are in such a manner arranged that they light up at least one point of object at the same time and/or 
collects the light outgoing from it, whereby at least two of the objectives do not lie on a common axle. 

Additionally as with a doubleconfocal raster optical microscope interference change means can be in such a manner 
arranged, D light, which passed through totally or partly through one of the objectives, with light, which passed through 
totally or partly through de other objectives, at the object and/or at at least one of the light detectors coherently or 
partly coherently are overlaid, so that it interferes and a purposeful influence of the interference samples by interference 
change means is possible. 

Preferably two objectives are in such a way arranged that they are focused on the same point of object and their axles 
perpendicularly one on the other. 

In accordance with a further preferential execution form three objectives are in such a way arranged that they are 
focused on the same point of object and the axles of two objectives perpendicularly one on the other, while the axle de 
of third objective lies on the axle one of the two other objectives. 

In accordance with a further preferential execution form three objectives are in such a way arranged that its axles stand 
perpendicularly in pairs one on the other. 

In accordance with further preferential execution forms are so on a Kugeloberflache around the common geometrical 
focus and/or the point which can be illustrated located four, five or six objectives that its axles take arbitrary angles to 
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each other. 

In accordance with further particularly preferential execution forms are four, five or six objectives perpendicularly to the 
surfaces of a cube arranged, in whose center the common geometrical focus and/or the point of object which can be 
illustrated lie. 

The objectives the the same numeric aperture or also different have favourable way. 

In accordance with a particularly preferred execution form at least one screen is in at least one of the levels, which are 
optically conjugated to the Fokalebenen of the objectives. A screen is registered in particular, then planned, if the level 
before a light detector, conjugated optically to the Fokalebene, is, that the light gone through the screen, and/or if this 
screen in the lighting jet serves the source of light for the figuration. This screen is usually a Lochblende. 

In accordance with a particularly preferred execution form interference is used while the loading of the lighting rays of 
light and/or while the loading of the detection rays of light for the improvement of the dissolution. Light, which passed 
through totally or partly through one of the objectives, with light, which passed through totally or partly through one of 
the other objectives, at the object and/or at at least one of the light detectors is overlaid coherently or partly coherently, 
so that it interferes and a purposeful influence of the interference samples by interference change means is possible. 
Here the objectives, through which the interfering rays of light go, can be appropriate for the same on axle or on axles, 
which form an angle, which smaller as if is, lie. The term of the object level loses usual meaning in this structure SE. 

The interference change means the interference samples change favourable way fast or also slowly. In particular a 
compensation device changes the phase difference between the rays of light, which pass through dure one of the 
objectives, and which rays of light, which pass through by another of the objectives, fast or also slowly. 

In accordance with a further particularly preferential execution form the change of the interference samples becomes 
periodic durchgefuhr 

The raster microscope according to invention can be a fluorescence microscope. By suitable optically active elements can 
the interference of jets, which fall by different objectives, caused or are prevented. In addition, the raster microscope 
according to invention can be a microscope, which works with scattered light. During the observation of scattered light 
suitable polarisation filters can be introduced into paths of rays. Suitable ones optical elements are for example 
polarizers, spectral filters and optically active elements, which change the polarization direction of the light. 

As sources of light all sources are suitable, which make a sufficient intensity available. Favourable way concerns it 
Punktlichtquellen and/or. Sources, which can be focused on one point. Favourable way is used with 
Fluoreszenzmikroskopie a pulsed or also non-pulsed laser, which makes the two und/o for multi-photon absorption 
possible. 

The detour of the rays of light in the microscope takes place over suitable returning elements. These are for example 
mirrors, dichroitische mirrors, beam splitters or optical fibers. Favourable way is void in the Fluoreszenzmikroskopie with 
detection perpendicularly to the lighting direction the use of dichroitischen mirrors in the detection light path. 

As light detectors photomultipliers are well suitable, in addition, detectors with spatial dissolution and also different 
receivers, the light signals into electrical signals and/or. convert into electrically evaluable signals. 

The invention is more near described now on the basis the attached designs. Show: 

Fig. 1 a representation of the principle of the observation under an angle for lighting. 

Fig. 2 the schematic representation of the path of rays in a particularly preferred execution form of the raster microscope 
according to invention. 

Fig. 3 the schematic representation of the path of rays in a further particularly preferential execution form of the raster 
microscope according to invention. 

Fig. la represents the arrangement of the objectives and the observation volumes for a preferential execution form of 
the raster microscope according to invention, with which two objectives 2 and 4, of them are arranged axles 
perpendicularly one on the other, around the point of object 3. 

Fig. lb represents arrangement objectives and observation volumes for preferential execution form according to 
invention raster microscope, with which three objectives 2, 4 and 17, from which perpendicularly one on the other and 
the third objective 17 is appropriate for two (2 and 4) on a common axle with one of the first two objectives 2, around 
the point of object 3 are arranged. 

Left is indicated in each case, as the objectives are arranged around the point of object 3. The arrows suggest the optical 
paths 1 and 5. In Fig. lb is made accordingly the lighting by two facing objectives 2 and 17. The two partial lighting jets 
are here coherent and the phase difference are so adjusted that they interfere in the geometrical focus constructionally. 

Second graphics gives in each case the lighting volume to 18 and/or. 22, which is expanded along the lighting axle, and 
which third graphics the detection volume 19 and/or. 23, which is expanded along the detection axle, again. Fourth 
graphics places in each case the overlay of the lighting and of the detection volume 20 and/or. 24. Right finally in each 
case the resulting observation volume becomes 21 and/or. 25 of the execution form of the microscope according to 
invention represented. The smaller the volume of the ellipsoid is, so much the better is the dissolution of the microscope. 

As in Fig. represented to 2 the light of the source of light, which favourable-proves a laser is, is koilimiert. The light of 
the lighting jet 1 falls on the objective 2, which focuses it on the point in the object 3, which can be illustrated. A second 
objective 4 is in such a way arranged the fact that it is focused preferably on the same point 3 but not on a common axle 
with the objective 2 lies. The objective 4 seizes the light outgoing from the point 3 which can be illustrated. This light 5 
is focused over the lens 6 into the Lochblende 7. The light detector 8 preferably measures the intensity of the light 
arrived by the Lochblende 7. In the optical path also mirrors and/or other returning elements can be arranged. 

The lighting light is focused by the objective 2. The distribution of intensity in the Fokalbereich of the objective 2 is 



http://ww. worldling 1/11/07 



European Patent Office 



Page 3 of 3 



described by the lighting point smudge function (B PVF <)> September hbel (x, y, z<)>< September> 2. The B-PVF is 
the point smudge function (PVF) of a conventional and the B-PVF of a confocal microscope. The probability, with which 
the light outgoing from the Fokalbereich is detected by the objective 4, describes smudge function of point of detection 
(D-PVF) <September> hdet (x, y, z)< September* 2. The PVF of a confocal microscope and thus also the microscope 
according to invention results from the product of the B-PVF and the D-PVF. The spatial delimitation of the PVF is a 
measure for the dissolution of the microscope. By the turn of the D-PVF against the B-PVF around an angle, which 
smaller or more largely as if is, the B-PVF is multiplied by a D-PVF, which has a substantially smaller expansion along the 
lighting axle. The lighting axle is the axle of the objective 2, which is used for the lighting. Thus the expansion of the PVF 
becomes along this axle clearly smaller than with that so far admitted to confocal microscopes. The expansion lengthen 
the axle of the objective 4 increases only few, so that altogether the volume of the PVF of the microscope decreases and 
also altogether occurs a dissolution improvement. 

This execution form of the microscope according to invention possesses the highest resolution, which can have a far field 
optical microscope with two objectives without the use of interference. By the independence from an interference sample 
the microscope according to invention is not afflicted with the problem of the phase difference. The term of the object 
level loses its conventional meaning in this structure. 

If object grid is accomplished, the object on one - here not drawn in - is table, which favourable-proves arbitrary 
translation and/or rotation of the object permits. If jet grid is intended, one - here not drawn in - is arranged raster unit 
in that illumination beam path, which moves the lighting point by the object. At the same time also point of detection 
must be changed, so that lighting and point of detection in the object under controlled conditions are changed. 

In Fig. the schematic representation of a further preferential execution form of the raster microscope according to 
invention is represented 3, which uses the interference of the lighting rays of light in the point of object improvement of 
the dissolution which can be illustrated. 

The light 1 is split up by the beam splitter 9 into two to each other coherent rays of light. The upward abgespaltene part 
of the light is steered by mirrors 13 and 14 or other returning elements on the objective 2. The downward abgespaltene 
part of the light is steered by mirrors 10, 11 and 12 or other returning elements on the objective 17. The objective 2 
focuses light the meeting it on the point 3 in the object, which can be illustrated. The second objective 17 is preferably in 
such a way arranged the fact that it lies on the same axle as the first objective 2 and preferably on the same point 3 is 
focused. A third objective 4 is in such a way arranged the fact that it is focused on the same point 3 as the two 
objectives 2 and 17 but not on a common axle with the two objectives lies.This objective 4 collects the light outgoing 
from the point 3 which can be illustrated. This light 5 is steered over the lens 6 into the Lochblende 7. The light detector 
8 measures the signal of the light arrived by the Lochblende 7. In both partial lighting paths of rays compensation 
devices 15 and 16 are arranged, which serve the phase difference between the upper and lower partial jets for the 
change and which ensure interference of the partial jets in the object. 

The spatial coherency of the lighting is ensured by the suitable choice of the source of light. In the Fokalbereich the 
interferie partial lighting jets to a B-PVF <September> h4Pi (x, y, z)< Septemberx 2>, which is spatially more strongly 
limited, as the B-PVF in a conventional microscope. If the phase difference between the two lighting partial jets is equal 
in the point of object 3 zero or an integral multiple of 2, then the interference is constructional and the B-PVF has a 
maximum in the point of object 3. The B-PVF exhibits however several Nebenmaxima along the lighting axle, which 
lower the dissolution. The first intensity maximum of <September> h4Pi (x, y, z)< Septemberx 2> lies about a half 
wavelength far away from the absolute intensity maximum in the focus.This Nebenmaxima however now suppressed by 
a detection under an angle of favourable-proves /2 effectively, since the expansion of the D-PVF is very small along the 
lighting axle. Thus the PVF of the microscope according to invention has an axial expansion, which is essentially 
determined by those of the major peak of B <PVF> September h4Pi (x, y, z<)> 2. This means that the dissolution in the 
microscope according to invention is substantially improved. Reference symbol list 

Design for the summary and design 2 1 lighting jet 2 lighting objective 3 point of object 4 detection objective 5 detection 
jet 6 lens 7 screen 8 light detector 

Design 1 A) execution form with two objectives b) execution form with three objectives from left to right in each case: 
Arrangement of the objectives; Lighting volume; Detection volume; Overlay of lighting and detection volumes; resulting 
volume 

Design 3 1 lighting jet 2 lighting objective 3 point of object 4 detection objective 5 detection jet 6 lens 7 screen 8 light 
detector of 9 beam splitters of 10-14 mirrors of 15, 16 interference change means 17 lighting objective. 
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